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(57) Abstract 

The invention relates to a method for identifying a 
tag. Said tag is provided on a solid (1) and has a first 
nucleotide sequence (3). The first nucleotide sequence (3) 
is brought into contact with a detection agent which has a 
second nucleotide sequence (5) corresponding to the first. 
The second nucleotide sequence (5) is bound by its first end 
to a solid phase (D) and has a first flurophore group (6) at 
its second end. 

(57) Zusamntenfassung 

Die Erfindung betrifftein Veifahren zum Identifizieren 
einer an einem FestkOrper (1) vorgesehenen eine erste Nuk- 
leotidsequenz (3) aufweisenden Markierung, wobei die er- 
ste Nukieotidsequenz (3) mit einem eine zur ersten kor* 
respond ierende zweite Nukleotidsequenz (5) aufweisenden 
Detekiionsmittel in Kontakt gebracht wird, wobei die zweite 
Nukleotidsequenz (5) mit ihrcm ersten Ende an eine feste 
Phase D gebunden ist und am zweiten Ende eine erste fluo- 
rophore Gruppe (6) aufweist. 




1 



BEST AVAILABLE COPY 



wo 99/47702 



1 



PCT/DE99y00729 



Verfahren und Vorrichtung zvm Identifizieren einer Markierung 

Die Erf indung betrif ft ein Verfahren und eine Vorrichtung zum 
Identifizieren einer an einem Festkorper vorgesehenen eine 
5 erste Nukleotidsequenz aufweisenden Markierung, 

Aus. der US 4,996,143 ist ein Verfahren bekannt, bei dem ein 
erster und ein zweiter Primer in einem Abstand von 2 bis 7 
Nukleotiden an die nachzuweisende Nukleotidsequenz gebunden 

10 werden. Der erste und der zweite Primer sind jeweils mit ei- 
nem fluorophoren MolekUl versehen. Im Bindungszustand kommt 
es infolge des F6rster-Ef f ekts zu einem strahlungslosen Ener- 
gieUbergang vom einem fluorophoren Molekiil auf das andere. 
Das bewirkt eine spezifische Fluoreszenz, 

15 ■ 

Aus der US 5, 607, 834 ist es bekannt, zum Nachweis einer Nu- 
kleotidsequenz einen Primer mit einer Haarnadelschleif e zu 
-verwenden. Dabei sind an den Schleif enabschnitten der Haarna- 
delschleife gegenuberliegend ein fluorophores Molekul und ein 

20 Quencher vorgesehen, Der Abstand zwischen dem fluorophoren 
Moiektll und dem Quencher erm5glichen einen strahlungslosen 
die Fluoreszenz loschenden Energieiibergang, Wenn der Primer 
allerdings mit eiiiem komplementaren Gegenstrang hybridisiert, 
wird die Haarnadelschleif e geoffnet. Die eine Fluoreszenz 15- 

25 schende raumliche Beziehung zwischen dem fluorophoren MolekUl 
und dem Quencher wird geandert, Damit ist eine Fluoreszenz 
beobachtbar . 

Die DE 195 81 489 Tl beschreibt ein Verfahren zur Identifi- 
30 zierung und zum Nachweis von Komponenten in einer Vielkompo- 
nen t en-Mi schung. Dabei wird ein Marker benutzt, der minde- 
stens zwei an einem Grundgeriist gebundene f luorophore Gruppen 
in Energieiibertragungsbeziehung aufweist. - Das bekannte Ver- 
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aufweisenden Markierung vorgeseheny wobei die srste Nukleo- 
tidsequenz mit einera eine zur ersten korrespondierende zweite 
Nukleotidsequenz aufweisenden Detektionsmittel in Kontakt ge- 
bracht wird, wobei die zweite Nukleotidsequenz mit ihrem er- 
5 sten Ende an eine feste Phase gebunden ist und am zweiten En- 
de eine erste fluorophore Gruppe aufweist. - Das erm^glicht 
eine einfache und schnelle Identif izierung einer an einem 
Festkorper vorgesehenen Nukleotidsequenz. Die Herstellung ei- 
ner Losung ist dazu nicht erforderlich- 

10 

Nach einem Ausgestaltungsmerkmal hybridisieren die erste und 
die zweite Nukleotidsequenz beim Inkontaktbringen . Dabei kann 
vorteilhaf terweise eine bestehende Hybridisierung der ersten 
Nukleotidsequenz mit einer dritten Nukleotidsequenz gelost 
15 werden. Bei der Hybridisierung der ersten und zweiten Nukleo- 
tidsequenz kann eine Fluoreszenzreaktion ausgelost werden. So 
ist eine einfache Identif izierung moglich. 

Nach einem weiteren Ausgestaltungsmerkmal kann die erste Nu- 
20 kleotidsequenz beim Inkontaktbringen durch Magnetwirkung in 
Richtung des ersten Detektionsmittels bewegt werden. Das In- 
kontaktbringen kann auch durch Auftragen eines Gels Oder ei- 
ner, vorzugsweise viskoseri, Fltissigkeit auf das Detektions- 
mittel und/oder die Markierung gefordert werden* 
25 . 

Zweckmafiigerweise wird vor dem Inkontaktbringen eine die er- 
ste Nukleotidsequenz iiberdeckende Schutzschicht entfernt, wo- 
bei die Markierung vorteilhaf terweise auf eine Temperatur von 
mehr als 50^C erwSrmt wird. Nach dem Inkontaktbringen wird 
30 die Markierung zweckmafiigerweise auf eine Temperatur von we- 
niger als 50^C abgekuhlt- 
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Die Spacermolekule weisen vcrzugsweise eine Lange von 0,2 bis 
lu auf. Die feste Phase des Detektionsmittels kann aus einem 
lichtdurchlassigen Material, z.B. Kiinststoff, Glas Oder 
5 Quarz/ hergestellt sein. Auf der Oberflache' der festen Phase 
kann ferner eine aus wasserbindenden Substanzen, z.B. Polye- 
thylenglycol, Glyzerin oder dgl., hergestellte Schicht vorge-. 
sehen sein. 

10 An einem zweiten Ende der dritten Nukleinsaure ist zweckmaJii- 
gerweise eine zweite fluorophore Gruppe oder ein Quencher 
vorgesehen. Die zweiten und die dritten Nukleinsauresequenzen 
liegen bei der Identif izierung zweckmafiigerweise im hybridi- 
sierten Zustand vor, so dass eine Wechselwirkung zwischen dem 

15 ersten fluorophoren Molekul bzw. dera Quencher sich ausbildet. 
Die sich ausbildende Wechselwirkung bewirkt entweder eine 
Loschung einer Fluoreszenz des ersten fluorophoren Molektils 
Oder auch eine besonders starke Fluoreszenzreaktion infolge 
eines direkten oder strahlungslosen Energieiibergangs vom er- 

20 sten auf das zweite fluorophore Molekul oder umgekehrt. So- 
bald die raumliche Beziehung zwischen dem ersten fluorophoren 
Molekul und dem zweiten fluorophoren Molektll bzw, dem Quen- 
cher geandert wird, ist eine Anderung der Fluoreszenz beob- 
achtbar. Die Anderung der Fluoreszenz dient zur Identifizie- 

25 rung der ersten Nukleotidsequenz^ 

Als besonders vorteilhaft hat es sich erwiesen, dass die er- 
ste, zweite und die dritte Nukleinsauresequenz aus einer De- 
soxyribonukleinsaure (=DNA) oder peptischen Nukleinsaure 
30 {=PNA) gebildet sind. Andere, insbesondere Nuklease- 
resistente Nukleinsaurederivate, sind ebenfalls vorstellbar. 
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Fig, 10 a, b eine fUnfte Markierung iia nichthybridisisrten 
und im hybridisierten Zustand, 

5 Fig. 11 die Fluoreszenz eines Detektorhukleotids (1) oh- 

ne Markierungsnukleotid und (2) mit Markierungs- 
nukleotid. 

Fig. 12 a einen mit Markierungsnukleotid beschichteten Ob- 
10 jekttrager und 

Fig. 12 b das Markierungsnukleotid gemafi Fig. 12 a im Hy- 
bridisierungszustand mit einem Detektornukleo- 
tid. 

15 

Fig. 1 zeigt eine erste Markierung im nichthybridisierten Zu- 
stand. Auf der Oberflache eines Festkorpers 1, z.B* einer 
Banknote, ist kovalent ein Spacermolekul 2 gebunden. Das 
Spacermolekiil weist eine Lange von 5 bis 10000 nm, auf. An 
20 das freie Ende des Spacermolekuls 2 ist das 3 ' -Ende einer PNA 
3 gebunden. Diese besteht aus etwa 10 bis 50 Basen. An das 
5 '-Ende der PNA 3 ist ein magnetisierbares Partikel 4 gebun- 
den. Dabei kann es sich urn eine Polymer-Gruppe mit einem 
Durchmesser von 20 bis 200 nm. handeln. 

25 

Fig. 2 zeigt eine schematische Teilansicht eines Detektors. 
An eine aus Kunststoff hergestellte feste Phase D ist tiber 
das Spacermolekul 2 eine zweite- PNA 5 gebunden. An das 5'- 
Ende der zweiten PNA 5 ist eine erste fluorophore Gruppe 6 
30 gebunden. Eine dritte PNA 7, die abschnittsweise korrespon- 
dierend zur zweiten PNA 5 ausgebildet ist, ist mit ihrem 5'- 
Ende tiber ein weiteres Spacermolekul 2 an die feste Phase D 
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Die Fig. 3 a bis c zeigen das Verhalten der Markierung unter 
dem EinfluB eines Magnetfelds. Bei Anlegen eines entsprechend 
orientierten Magnetfelds werden die magnetischen Partikel 4 
von der. Oberflache des Festkdrpers 1 wegbewegt. 

Fig. 4 zeigt nochmals die Oberflache des Detektors gemaii Fig, 
2. Daraus ist ersichtlich, dass an der Oberflache der fasten 
Phase D lait zweiten fluorophoren Molekulen bzw. Quenchern 8 
versehene dritte PNA 7 im tJberschufl liber Spacermolekule 2 an 
die Oberflache gebunden sind- Damit ist sichergestellt , dass 
im Falle der Benutzung eines Quenchers 8 - die Fluoreszenz 
des ersten fluorophoren Molektils 6 geloscht wird, so lange 
der Detektor nicht im Kontakt mit einer ersten korrespondie-- 
rend zur zweiten PNA 5 ausgebildeten PNA 3 ist. 

Fig. 5 zeigt die Markierung gemaii Fig. 1 im Kontakt mit dem 
Detektor gemafi Fig. 3. Die erste PNA 3 hybridisiert mit der 
zweiten PNA 5 des Detektors. Die dritte PNA 7 ist von der 
zweiten PNA 5 getrennt. Es besteht keine Wechselwirkung zwi- 
schen dem ersten fluorophoren Molekul 6 und Quencher 8 mehr. 
Dadurch wird eine Fluoreszenzreaktion hervorgeruf en. Im Falle 
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Die Fig, 7b/ 8b- und Sb zeigen jeweils den Hybridisierungszu- 
stand. 

Fig, 10a zeigt ein weiteres Ausf iihrungsbeispiel . Dabei ist 
die zweite PNA 5 uniaittelbar rait ihrem 3'-Ende an die feste 
Phase D gebunden. Am 5'-Ende befindet sich das erste fluoro- 
phore Molekiil 6. Die dritte PNA 7 ist mit ihrem 5*-Ende un- 
mittelbar an der festen Phase D gebunden • Am 3*-Ende der 
dritten PNA 7 befindet sich in diesem Fall ein zweites fluo- 
rophores Molekul 8, Im Hybridisierungsf all binden die zweite 
PNA 5 und die dritte PNA 7 so an die erste PNA 3, dass eine 
raumliche Beziehung zwischen dem ersten 6 und dem zweiten 
fluorophoren MolekUl 8 entsteht- Es kommt in diesem Ausf iih- 
rungsbeispiel nach dem Forster-Ef f ekt zu einem strahlungslo- 
sen Energietibergang vom zweiten 8 auf das erste fluorophore 
Molekul 6 und damit zu einer verstarkten Fluoreszenzreaktion. 

Beispiel 1: 

Design und Synthese eines Markierungsnukleotids und eines De- 
t e k to rnukl eo t ids 

Ais Markierungsmittel wird ein aus 32 Nukleotiden bestehendes 
Oligonukleotid folgender Sequenz synthetisiert : 

5'-CCAAGC CTGGAGGGATGATACTTT GCGCTTGG-3' 

Als Detektionsmittel wird ein aus 32 Nukleotiden bestehendes 
Oligonukleotid synthetisiert, das komplementar zu der Sequenz 
des Markierungsmittels bzw. -nukleotids ist: 

3'-X-GGTTCG GACCTCCCTACTATGAAACG CGAACC-6FAM-5 ' 
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In der hybridisierten Struktur ist die 5'-6FAM von der 3'-X- 
Gruppe des Detektornukleotids raumlich getrennt. ^Damit ist 
ein Energietransfer zwischen der 6FAM und der DABCYL-Gruppe 
nicht mehr laoglich.- Bei e'iner entsprechenden" Anregung der 
5 6FAM-Gruppe kommt es dementsprechend zu einer ungestorten 
Fluoreszenz der 6FAM-Gruppe. 

Zvm Nachweis eines Fluoreszenz^-Energietransf ers werden Detek- 
tor- und Markierungsnukleotid in lOmM Tris-Cl, linM EDTA, pH8 

10 (TE) gelost. Zu lOOul einer IpM-Losung des Detektornukleotids 
werden das gleiche Volumen einer 2pM-LSsung des Markierungs- 
nukleotids bzw das gleiche Volumen TE zugeftigt. Zum Nachweis 
der Hybridisierung wird die Fluoreszenz der Losung bei einer 
Anregung mit 496nm und einer . Emission von 516nm bestimint. 

15 Durch die Mischung der Nukleotide steigt die Fluoreszenz um 
einen Faktor von ca. neun an (Fig. 11) . Die Erhohung der 
Fluoreszenz zeigt die Aufhebung des intramolekularen Fluores- 
zenz-Energie-Transfers des Detektornukleotids aufgrund einer 
Hybridisierung von Detektor- und Markierungsnukleotid an. 

20 

Beispiel 2: 

Bestimraung der Nachweisempf indlichkeit von Hybriden aus De- 
tektor- und Markieriingsnukleotiden 

25 

Zur Bestimmung der Nachweisempf indlichkeit von Hybriden aus 
Detektor- und Markierungsnukleotiden wird die Fluoreszenz ei- 
ner absteigenden Konzentrationsreihe von Hybriden aus Markie- 
rungs- und Detektornukleotid gemessen. Dazu werden Tropfen 
30 mit einem Volumen von jeweils einer lyM-Losung des Mar- 

kierungsnukleotids auf einen Objekttrager gegeben. Zu jedem 
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*■ lul der Markierungsnukleotid-Losung wird mit einer 2ul Pipet- 
te in Form von Linien auf einen "pclierten- Objekttrager aufge- 
tragen. Die Flussigkeit wird bei Raxaiatemperatur eingetrock- 
net. Fig. 12 a zeigt einen . solchen beschichteten Objekttra- 
5 ger. Das Markierungsnukleotid ist in Form der hellen Stellen 
'erkennbar. Auf einem zweiten Objekttr agar wird auf einer Fia- 
che von ca. 40inm^ Sjil einer 20nM-L6sung des Detektornukleo- 
tids aufgetragen und ebenfalls bis zur Trocknung bei Raumtem- 
!^^lf:^£^%^ratur stehengelassen. Danach werden die Objekttrager mit 
den Seiten die Markierungsnukleotide tragenden, aufeinander 
_ geiegt und mit einem Anpressdruck von ca. 400N/cm* ftir eine 

Minute zusammen ge preSt , Dann werden die Objekttrager im 
Fluoreszenzmikroskop bei einer 500-fachen VergrSBerung unter- 
sucht. Das aufgetragene Markierungsnukleotid kann anhand der 
15 DAPI-Farbung nachgewiesen werden. Das Detektornukleotid ist 
im nicht-hybridisierten Zustand nicht nachweisbar. Im hybri- 
disierten Zustand kann das Detektornukleotid anhand der FAM- 
spezifischen Fluoreszenz nachgewiesen werden. Die Fluoreszenz 
des Detektornukleotids ist nur in dem Bereich des aufgetrage- 
20 nen Markierungsnukleotids zu beobachten (Fig. 12 b) . Die be- 
obachtete Fluoreszenz des Detektornukleotids im Bereich des 
auf getragenen Markierungsnukleotids ist ein Nachweis fur die 
Hybridisierung des Markierungsnuki,eotids mit dem Detektornu- 
kleotid. * 

25 
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Patentansprtiche 

1. Verfahren zum Identif izieren einer an einem Festkorper 

(1) vorgesehenen eine erste Nukleotidsequenz (3) aufwei- 
senden Markierung, wobei die erste Nukleotidsequenz (3) 
mit einem eine zur ersten (3) korrespondierende zweite 
Nukleotidsequenz (5) aufweisenden Detektionsmittel in 
Kontakt gebracht wird, wobei die zweite Nukleotidsequenz 

(5) mit ihrem ersteri Ende an eine feste Phase (D) gebun- 
den ist und am zweiten Ende eine erste fluorophore Grup- 
pe (6) aufweist. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei beim Inkontaktbringen 

die erste (3) und die zweite Nukleotidsequenz. (5) hybri- 
disieren. 

3. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 

vor Oder beim Inkontaktbringen eine Hybridisierung der 
ersten Nukleotidsequenz (3) mit einer dritten Nukleo- 
tidsequenz. (3) gelost wird* 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 

bei der Hybridisierung der ersten (3) und zweiten Nu- 
kleotidsequenz (5) eine Fluoreszenzreaktion ausgelost 
wird. 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprtiche, wobei 
die erste Nukleotidsequenz (5) beim Inkontaktbringen 
durch Magnetwirkung in Richtung des Detektionsmittels 
bewegt wird. 
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13. Vorrichtung nach einem der Ap.spruche 10 bis 12^ wcbei 
das Detektionsmittel einen Magneten aufweist. 

14. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 10 bis 13, wobei 
das erste Ende der zweiten Nukleotidsequeriz (5) iiber 
Spacermolekule (2) an die feste Phase (D) gebunden ist. 

15. Vorrichtung nach einem der Ansprtlche 10 bis 14, wobei 
das Detektormittel eine dritte Nukleotidseguenz (7) auf-^ 
weist, die zumindest abschnittsweise zur ersten (3) oder 

. zweiten Nukleotidsequenz (5) korrespondierend ausgebil- 
' det ist. 

16. Vorrichtung nach einem der Anspruche 10 bis 15, wobei ein 

erstes Ende der dritten Nukleotidsequenz (7) liber 
Spacermolekule (2) an die feste Phase (D) gebunden ist. 

17. Vorrichtung nach einem der Anspruche 10 bis 16, wobei an 
einem zweiten Ende der dritten Nukleotidsequenz eine 

• zweite fluorophore Gruppe oder ein Quencher vorgesehen 
ist . 

18. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 10 bis 17, wobei 
die zweite und die dritte Nukleotidsequenz bei der Iden- 
tifizierung im hybridisierten Zustand vorliegen, so dass 
eine Wechselwirkung zwischen dem ersten f luorophoren Mo- 
lekiil und dem zweiten f luorophoren MolekUl bzw. dem 
Quencher sich ausbildet oder unterbrochen wird. 

19. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 10 bis 18, wobei 
die erste (3),- zweite (5) und dritte Nukleotidsequenz 
(7) aus DNA Oder PNA gebildet ist. 
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Fig. 1 
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Fig. 4 
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7g. 12 a 



Fig. 12 b 
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SEQUENZ PROTOKOLLE 

<110> aovember AG Novus Medicatus Bertling Gseiischaft fUr Molekulare 
Medizin 

<120> Verfahren und Vorrichtung zum Identifizieren einer 
Markierung 

<130> 380293ga5 

<140> 
<141> 

<160> 2 

<170> Patentin Ver. 2.1 

<210> 1 . * . 

<211> 32 



<212> DNA 
<213> human 

<400> 1 

ccaagcctgg agggatgata ctttgcgctt gg 

<210> 2 
<211> 32 
<212> DNA 
<213> human 

<400> 2 

ccaagcgcaa agtatcatcc ctccaggctt gg 



32 



32 
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